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Podstawa formalno-prawna wykonania recenzji:

Recenzje sporzadzono na podstawie pisma Dyrektora Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzariskiego PAN z dnia 14 grudnia 2023 informujacego o powilerzeniu mi wykonania tego
zadania zgodnie z Uchwata Nr 98/P8/2023 Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B.
Dobrzanskiego PAN z dnia 11.12.2023.

Podstawa prawna:

Art. 190 ust. 3 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 18 lipca 2018 roku (Dz.U.
z2023r. poz. 742 ze zm.).

Ocena zasadnoéci wyboru i znaczenie podjetej tematyki pracy

Szczegdlnie wazna biologicznie grupe biatek stanowia enzymy. Sa to katalizatory zywej
komorki mogace przyspieszac lub nadawaé odpowiedni kierunek reakgom biegnacym w
komérkach lub poza nimi. Rozpowszechnione sa szeroko w mikroorganizmach, roélinach i
zwierzetach. Lipazy sa uzytecznymi biokatalizatorami o bardzo duzym potencjale do
zastosowan w wielu gateziach przemystu. Ich specyficznosd pozwala na kierowanie
procesem. Z kolei réznorodno$¢ wskazanej specyficznosci daje szeroki wachlarz ich
wykorzystania. Ostatnie lata pokazuja, ze istnieje do$¢ duza przestrzen w zakresie
wykorzystania tych katalizatoréw poniewaz w wiekszodci techniki ktére wykorzystuja te
katalizatory wpisuja sie w techniki bezodpadowe, co w dzisiejszych czasach jest zgodne ze
zrownowazonym rozwojem. Zastosowanie biokatalizatoréw w postaci lipaz umozliwia
prowadzenie proceséw w lagodnych warunkach, ograniczajac w ten sposéb naktady
energetyczne. Aczkolwiek uwzgledniajac efektywnosdé i wydajnosé lipaz ciagle pozostaje
jedna z barier ktéra moze limitowa¢ wykorzystanie tych katalizatoréw czyli wysoki koszt.
Przedstawiona do oceny dysertacja Pana mgra inz. Tomasza Szymczaka wpisuje sie w
zagadnienia potwierdzenia zasadnoéci wykorzystania lipaz jako Kkatalizatorow przy
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jednoczesnym wskazaniu sposobu wytworzenia ich w sposoéb racjonalny poprzez
zastosowanie ekonomicznej metody otrzymywania lipazy mikrobiologiczne] z
wykorzystaniem surowcéw odnawialnych i odpadowych jako gtéwnego sktadnika pozywki
dla wzrostu mikroorganizméw. Wybér celu prowadzenia badan w tym zakresie uwazam za
zasadny i zgodny z obecnie panujacymi trendami w zakresie metod przyjaznych srodowisku.
Préba podjecia otrzymywania enzymu lipazy na drodze biotechnologicznej przy uzyciu
mikroorganizméw na podiozach fermentacyjnych z wykorzystaniem produktow

odpadowych i odnawialnych w mojej opinii jest zatem wiasciwa.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem 125 stronicowym, zawierajacym
podzial na opracowane studium literaturowe oraz czgs¢ eksperymentalng. Przygotowane
przez Doktoranta studium literaturowe dotyczy charakterystyki lipaz, ich wystepowania,
struktury, specyficznoéci a w tym reakdji przez nich katalizowanych. W tej czedci pracy zostala
réwniez przygotowana analiza rynku lipaz mikrobiologicznych oraz opisane zostaty w
szczegdtach techniki fermentacji, ktérymi pdézniej Doktorant postugiwal sie w czesd
eksperymentalnej. Opisana rowniez zostata produkga lipaz na odpadach rolno-
przemystowych. Autor pracy przyblizyt rowniez mechanizm reakdji Baeyera-Villigera jako
narzedzia do potwierdzenia efektywnoéci otrzymanej lipazy. Reasumujac pierwsza czesc
pracy stanowi wstep i rozdzialy dotyczace przegladu literatury zwiazanego z podjetym przez
Doktoranta problemem badawczym. Cze$¢ doswiadczalna pracy obejmuje cel prowadzonego
do$wiadczenia, hipoteze oraz cele szczegétowe pozwalajace na realizacje celu badawczego.
Na kolejnych stronach pracy Autor przedstawil opis postepowania doswiadczalnego punkt
po punkcie uwzgledniajac metody i materiat wykorzystany w swoich badaniach. Uwazam, ze
prezentacja przygotowania warsztatu badawczego a tym samym zarzadzania etapami pracy
zostata skrupulatnie przygotowana przez Autora, co wazne transparentnie przedstawiona.
Przedstawione zostaly rezultaty badan z poszczegdlnych czesci pracy ktore to dawaly
wskazanie jakie nalezy podja¢ nastepujace dziatania aby realizowac wiasciwe zaplanowany
cel pracy. Autor do swojej pracy wlaczyt rowniez dyskusje i doswiadczenia prowadzone przez
innych badaczy glownie naukowcéw z zagranicy. Ostatnim koricowym rozdziatem pracy jest
podsumowanie i utylitarne wnioski z przeprowadzonego eksperymentu. Jak w kazdej tego
rodzaju pracy na koricu znajduje sig spis 236 publikagji przywolywanych w pracy z czego
ponad 53 % stanowia publikagje z ostatnich 10 ciu lat. Zdecydowana wiekszos¢ prac to prace
zagranicznych naukowcow (230 pozydji). Przyjety sposob ich prezentacii oceniam jako
poprawny, aczkolwiek w jednym przypadku w publikacji cytowanej jak trzecia (strona 110
pracy) zastanawiam sie co oznacza [12]? Generalnie literatura jest poprawnie dobrana i
zawiera aktualne zagadnienia z obszaru badawczego ktérym zajmowat si¢ Autor. Uwazam,
ze praca zostala napisana starannie, zrozumialym naukowym jezykiem uzywajac
odpowiedniej terminologii z nauk rolniczych. Autor plynnie przechodzit do kolejnych
rozdzialéw wprowadzajac w kolejne zagadnienia. Wiasciwe wprowadzit do tekstu odnosniki
dotyczace literatury jak réwniez wtasciwe umiescit odnosniki do tabel i grafiki zamieszczonej

W pracy.



Ocena merytoryczna pracy
Cze$¢ teoretyczna stanowi wartosciowy przeglad pismiennictwa naukowego dotyczacego
tematyki prowadzonych przez Autora badan. Ta czes¢ zostata zwiezle przedstawiona na 35
stronach przediozonego opracowania. W pierwszej czeéci Pan mgr inz. Tomasz Szymczak
dokonat wnikliwego przegladu w zakresie wystepowania lipaz i ich pozyskiwania.
Przedstawit budowe lipaz poniewaz wg. Autora ta wiedza jest zasadne w ustaleniu
mechanizmu procesu katalizowanego przez te enzymy. Szczegdlowo opisat poszczegdlne
etapy tego mechanizmu. W tej czeéci pracy zostaly réwniez opisane poszczegolne reakcje
katalizowane przez lipazy. Autor podpierajac sie doswiadczeniem innych autoréw wtasciwe
dat przykiady wykorzystania efektywnego tego rodzaju katalizatoréw. Jedna z wazniejszych
a takze atrakcyjnych cech lipaz jest specyficznoéé. Tej cerze zostaly rdwniez poswiecone
kolejne strony opracowania literaturowego przediozonej dysertacji. Zastosowanie lipaz czyli
potwierdzenie wszechstronnoéci tego rodzaju katalizatoréw jest kolejnym rozdziatem
uzasadniajacym potrzebe pracy z tymi katalizatorami. W pracy rowniez zostala dokonana
wnikliwa analiza rynku lipaz mikrobiologicznych uwzgledniajaca réwniez prognozy na lata
nastepne. Kolejne krotkie ale interesujace rozdzialy przedstawione przez Pana mgr inz. T.
Szymczaka dotyczyly technik fermentacji a dokfadnie ich szczegOtowej charakterystyki,
roznic, korzysci. Elementem zwigzanym z praca bylo wykorzystanie odpadéw rolno-
przemystowych wykorzystywanych do hodowli mikroorganizméw zdolnych do produkdji
lipaz. Jednym z ostatnich rozdziatéw przedstawianego studium literaturowego byta wtasnie
szczegolowo zaprezentowana charakterystyka, podziat réznych odpadow ktdre moga penic¢
funkcje podloza.
Kolejna czes$¢ pracy odnosi sie do czesci doswiadczalnej ktora Autor rozpoczat wskazujac
nastepujacy cel badawczy: opracowanie innowacyjnego i kosztowo efektywnego rozwigzania
produkcji enzymu lipazy do zastosowar przemystowych, w szczegolnosci do bezpiecznej dla $rodowiska
chemoenzymatycznej metody otrzymywania e—kaprolaktonu. Jak sam zreszta Autor pracy wskazuje
na podstawie przegladu literatury, postawit hipoteze badawcza:
Zgodnie z ideq ,zielonej” technologii w przemysle chemicznym efektywna kosztowo produkcia lipazy
moze by¢ prowadzona na podtozach hodowlanych opartych na surowcach odnawialnych i odpadowych
pochodzqcych z przemystu rolno—spozywczego.
W celach szczegétowych pracy uwzgledniono w skrécie nastepujace po sobie sze$¢ etapdw
pracy:
* selekcje szczepéw mikroorganizmow wykazujacych najwicksza —aktywnosc
enzymatyczng
* wytypowanie odpowiednich warunkéw hodowli mikroorganizméw, a takze
surowcow odnawialnych i odpadowych pochodzacych z przemystu rolno-
spozywczego oraz grupy azoty zaktady azotowe ~Pulawy” S.A.. jako skladnikéw do
podioza fermentacyjnego majacych znaczny wyplyw na biosynteze enzymu lipazy
przez mikroorganizmy
* wytypowanie poszczegdlnych proceséw jednostkowych do izolagji i koncentragji
uzyskanego preparatu enzymatycznego
® przeprowadzenie skalowania procesu biosyntezy lipazy w bioreaktorach



e opracowanie metodyki wykonania chemo-enzymatycznej wersji reakcji Baeyera—
Villigera
e zbadanie skutecznosci uzyskanego preparatu enzymatycznego w reakgji Baeyera—
Villigera w stosunku do komercyjnie dostgpnego preparatu

Odnoszac sie do celu gtdwnego podjetego zadania, celow szczegdtowych uwazam, ze pod
wzgledem merytorycznym zostaly sformufowane wiasciwie — poprawnie. Sa spojne z tytutem
i z zatozonym zakresem pracy. Odpowiadaja takze na potrzeby wprowadzania dziatan
nowych w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo. Jedynie mam
luzng sugestie w zakresie prezentacji celow szczegdtowych. W mojej opinii prezentacja celéw
szczegdtowych jako schematu bylaby bardziej ciekawa, poniewaz wszystkie dziatania
stanowia pewna chronologiczna calo$¢ (jeden etap zostaje zakonczony aby drugi mogt sie
rozpoczaé itd.). Wiasciwie postawiona w pracy hipoteza swiadezy o wnikliwej weryfikadji
pi$miennictwa i obecnie panujacych trendow.
Cele badawcze postawione w pracy skutkowaly szeregiem réznych dziatan ze strony Pana
mgr inz. Tomasza Szymczaka tj. opracowaniem nowej metody biosyntezy lipazy poprzez
przeglad mikroorganizmow zdolnych do produkdji lipazy, porownaniem metod fermentacji
wgtebnej i na podiozu stalym z wykorzystaniem surowcow odnawialnych i odpadowych
pochodzacych z przemystu rolno-spozywczego oraz optymalizacji parametrow fermentacji, a
takze skalowaniem biosyntezy lipazy w bioreaktorach, oraz wykonaniem optymalizacji
warunkéw prowadzenia reakcji Baeyera-Villigera. Wskazane powyzej postepowanie i
dzialania wskazuja na umiejetnosci w zakresie planowania, zarzadzania i prowadzenia
eksperymentu oraz potwierdzajg posiadana wiedze w tym zakresie.
Metodyczna czeéé pracy dotyczaca charakterystyki i opisu wykorzystanych w pracy metod,
procedur i materiatéw w mojej opinii zostata starannie i czytelnie przedstawiona. Wysoko
oceniam wybor grafiki tabel, rysunkow, zdje¢ oraz graficzna prezentacje reakcji chemicznych.
Kolejny rozdziat dotyczacy prezentacji i oméwienia wynikow zostat zaprezentowany na 62
stronach opracowania poprzez prezentacje ich w 25 tabelach i 31 rysunkach. Prezentacja
wynikow jest spdjna i zgodna z wezesniej zaprezentowanymi celami szczegOltowymi.
W pierwszej czesci rozdziatu Autor wykonat oznaczenia aktywnosci lipolitycznej wybranych
mikroorganizméw. Do badan wykorzystat siedemnascie szczepow mikroorganizmow. Z
ktorych ostatecznie wybral pie¢ o potwierdzonej przez Autora najwyzsze] aktywnosci
lipolitycznej. Trzy pochodzity z migdzynarodowych kolekgji kultur mikrobiologicznych:
Burkholderia cepacia DSM 7288, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Moesziomyces
antarcticus ATCC 28323 oraz dwa z kolekcji drobnoustrojéw Grupy Azoty Zaklady Azotowe
,Pulawy” S.A. 17 Burkholderia spp., 18 Pseudomonas spp. W kolejnej czesci pracy
do$wiadczalnej Autor wykazal réznice w charakterystyce metaboliczne; wybranych wyzej
mikroorganizméw poprzez wskazanie najlepiej utylizowanych substratéow weglowych.
Informacie, ktére Doktorant uzyskat w ramach tej czesci pracy miaty wptyw na opracowanie
sktadu podioza fermentacyjnego pod katem doboru zrodia wegla w postaci surowcow
odnawialnych i odpadowych jako gléwnego sktadnika podioza fermentacyjnego w procesie
biosyntezy lipazy. Jak juz wczeéniej wspomniatam zaplanowany w pracy przez Pana
Doktoranta eksperyment stanowi pewna catos¢, gdzie kazdy nastepny etap jest poczatkiem
kolejnego. I tak wlasnie jest w nastepnym etapie gdzie Doktorant na podstawie badan



dotyczacych opracowania podtoza hodowlanego wyselekcjonowat surowce odnawialne i
odpadowe pochodzace z przemystu rolno-spozywczego w postaci makuchdw
stonecznikowych oraz produkt nawozowy Grupy Azoty Zaklady Azotowe »~Pulawy” S A.
(Pulsar®) jako sktadnikéw podtoza fermentacyjnego wykazujacych pozytywny wyplyw na
biosynteze lipazy. Byt to szczep bakteryjny 18 Pseudomonas spp. Kolejnym zagadnieniem,
ktére wymagalo postepu prezentowanego do$wiadczenia byta przeprowadzona
optymalizacja parametréw procesu biosyntezy lipazy, dzigki ktérej udato sie Autorowi
zaproponowac eksperyment w skali wigkszej niz laboratoryjna. Zaproponowane przez
Autora odpowiednie metody przygotowawcze tj: wirowanie, wysalanie siarczanem amonu,
dialize i zastosowanie kolumn wiréwkowych podczas procesu izolacji i koncentracji enzymu
z plynu pofermentacyjnego szczepu bakteryjnego 18 Pseudomonas spp. pozwolily na
zwigkszenie ilosci otrzymanego enzymu na poszczegdlnych etapach oczyszczania
Opracowanego preparatu enzymatycznego. Ostatecznie udato sie¢ Pan mgr inz. Tomaszowi
Szymczakowi potwierdzié, ze istnieje mozliwos¢  wykorzystania  preparatow
enzymatycznych Moesziomyces antarcticus ATCC 28323 oraz 18 Pseudomonas spp-
otrzymanych na drodze fermentacji przy zastosowaniu podloza hodowlanego z dodatkiem
makuchoéw rzepakowych i stonecznikowych, jako biokatalizatoréw w reakcji Baeyera-
Villigera.

Po wnikliwej lekturze kazdego z etapéw tego doswiadczenia uwazam, ze ten rozdziat zostat
przygotowany dojrzale i dobrze. Swiadczy to o przemyslanym wczesniej i zaplanowanym
kazdym ruchu w uzyskaniu tych satysfakcjonujacych wynikow. Przygotowana dyskusja
wynikow ktéra zostala zaprezentowana za rozdzialem ,Wyniki” wzmacnia i potwierdza
zasadnos¢ pozadalnosci rozwiazan wskazanych w przedtozonej dysertacji.

W obowigzku recenzenta jest rowniez wskazanie (jesli istnieja) pewnych niezgodnosci, uwag,
czasem sugestii dotyczacych pracy. Dlatego w tym miejscu chcialabym sie podzieli¢ moimi
przemysleniami ktdre nasunely mi sie w trakcie zapoznawania sie z praca. S5 to uwagi, czy
sugestie, ktore w moim odczuciu pozwalaja jedynie na silniejsze dopracowanie i przemyslenie
niektérych kwestii nie umniejszajac wartosci pracy.

Uwagi do pracy:

® Strona 9 - proszg o dopracowanie zdania...Co wigcej, wigkszosc przypadkéw wymaga
zawartosci wody mniejszej niz 1 %... (syntezy czego??);

° Strona 8 - zdanie: Estryfikacja katalizowana przez lipaze moze by¢ alternatywa dla produkcji
estrow organicznych, poniewaz woda jest jedynym produktem ubocznym reakcji. — prosze o
rozszerzenie tej wypowiedzi;

* Strona 14 - prosze o wyjasnienie stwierdzenie, ze lipazy sa odporne na temperature?

e Strona 14 - prosze o rozszerzenie tego akapitu: W celu redukcji ilosci stosowanych
chemikalidw opracowano zrdwnowazone podejicie oparte na enzymach mikrobiologicznych.
Lipazy usuwajq ttuszcz na etapach odttuszczania bez generowania toksycznych produktéw
ubocznych... - jaka role odgrywajg tu lipazy? Czy wykorzystywane sg do $ciekéw
garbarskich dzialu mokrego? Czy wykorzystywane sa w kapielach garbarskich do
poszczegolnych proceséw garbowania np. odwtaszania???



Strona 15 - do przetwarzania wysokiej jakoéci skéry...- w mojej opinii powinno by¢ do
wytarzania wysokiej jakosci skory bo tutaj chodzi juz o produkt gotowy jakim jest
skdra wykoniczona, a nie skéra surowa (surowiec garbarski).

Strona 15 — Co Autor rozumie jako wysoka jakos¢ produktéow kosmetycznych jesli do
produkcji zostaja wykorzystane enzymy, lipazy??? Jaka role pelnia lipazy w
dermokosmetykach?

Strona 16 — prosze o wersyfikacje substratow i produktow podanych w tym
stwierdzeniu: transestryfikacji przeksztatcajg kwasy thuszczowe i krdtkotaricuchowe alkohole
w metanol..

Strona 16 — zdanie: Reakcje transestryfikacji, ktére sq katalizowane przez lipaze, moga obnizyc
koszty dalszego przetwarzania w produkcji biodiesla...- prosze o uzasadnienie tej
wypowiedzi jak mozna obnizy¢ koszty?

Strona 34 — rysunek 20. Prosze o odniesienie si¢ do roku 2023, czy Autor ma moze juz
informacje czy prognoza na 2023 okazala sie prawdziwa na dzien dzisiejszy?

Z czego wynikal wybor, selekgja szczepdéw mikroorganizmoéw wzietych do pracy?
Strona 48 — Tabela 12. Czy bromian sodu zostal prawidlowo okreélony? Czy to sol
organiczna?

Strona 54 - zdanie: Zawieszone osady biatkowe postuzyty do wykonania
dializy....zastanawiam sie czy zdanie zostato prawidtowo skonstruowane? Czy osady
byly narzedziem pozwalajacym dokonac dializy?

Strona 81 - Tabela 19 ~ skréty SmF i SSF nie maja objasnienia. Powinny by¢ przytoczone
jako legenda tabeli.

Strona 84 - Tabela 21 w mojej opinii objagnienie podiozy albo powinno by¢jako legenda
tabeli albo w tekscie wskazane, Ze sa to podtoze A, B,C D.

Strona 84 - Jakim sktadnikiem regulowano pH podiozy?

Dane tabeli nie koreluja z opisem ze strony 84 ktéry odnosi si¢ do opisu danych z tabel
— prosz¢ o wyjasnienie.

Dla jakiej temperatury prowadzona byta optymalizacja w zakresie réznych podiozy i
pH? Czy zastosowanie uzyskanej T optymalnej mogtoby mie¢ wplyw na te parametry?
Jak wytlumaczy¢ otrzymana temperature? Czy zatem nie wydaje si¢ rowniez zasadne
sprawdzenie posrednich temperatur czyli 29°C czy 31°C skoro wskazano wyrazne
roznice w aktywnosciach?

Strona 85 — zdanie Kazde z oznaczer wykonano 3-krotnie w celu otrzymania odchylenia
standardowego — chyba tak nie do korica jest. Odchylenie pozwala nam okresli¢ stan
przeprowadzonego eksperymentu i oceni¢ jako$¢ oznaczeri a nie odwrotnie, ze
badania robimy alby okresli¢ odchylenie standardowe.

Strona 86 — Co by byto gdyby prowadzi¢ dalej proces powyzej 48godzin?

Tabela 29 — 2- adamantanon z octanem etylu wystepuje dwa razy i sa dwa rozne
wyniki...

Tabela 31 - potwierdza, ze praca dowiodta oryginalnosci rozwiazania w zakresie
zastosowania wynikéw wlasnych badan naukowych. Czy Autor zamierza prowadzic
dalsze badania w kierunku immobilizacji uzyskanego enzymu jako preparatu

immobilizowanego i jesli tak to na czym?



Whniosek koncowy

Praca Pana mgr inz. Tomasza Szymczaka zostala wykonana zgodnie z zalozonymi dla tej
pracy celami. Oceniajac ze strony edytorskiej zostata przygotowana starannie, czytelnie i
wilasciwie bez bledéw edytorskich. Szeroki zakres badan, doswiadczen, czynnosci ktére
zostaty wykonane w pracy, pozwala stwierdzi¢, ze Pan mgr inz. Tomasz Szymczak wnidst
nowe elementy do dziedziny nauk rolniczych i dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo. Mam
nadzieje, ze zaznaczona w pracy jego dojrzatos¢ naukowa pozwoli spojrze¢ na wskazane
uwagi jako materiat ktéry pomoze w nastepnych miesigcach w pracy nad publikacjami do
renomowanych czasopism.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny dysertacja Pana mgr inz. Tomasza
Szymczaka pt. “Opracowanie metody otrzymywania lipazy droga biotechnologiczng o potencjale
zastosowania w skali przemystowej” spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim
zgodne z ustawg z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (dz. U. z
2023 r. poz.742 z péin. zm). Majac to na uwadze wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. B. Dobrzariskiego PAN o dopuszczenie Pana mgr inz. T. Szymczaka do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego.







